基于 Qbeta Iit pe] 2s 2 FH. RNA 技术 的 诺 如 病毒 
RNA 标准 参考 样品 的 研制 


张 奇 ， 姚 琳 ， 江 艳 华 ， 李 风铃 ， 张 媛 ， 许 东 勤 ， RLF 
郭 莹 莹 “， E AP. XB 


Cl 上 海 海洋 大 学 上 海 201306 ) 
(2 中 国 水 产科 学 研究 院 黄海 水 产 研究 所 农业 部 水 产品 质量 安全 检测 与 评价 重点 实验 室 
农业 部 水 产品 质量 安全 风险 评估 实验 室 (青岛 ) 山东 青岛 266071 ) 
(3 狂 子 岛 集 团 股份 有 限 公 司 辽宁 Xx 116001) 


摘要 目的 : 针对 目前 检测 领域 缺乏 诺 如 病毒 (Norovirus, NoV) 核酸 标准 样品 这 一 瓶颈 ， 
本 研究 基于 Qbeta 噬菌体 装甲 RNA 技术 构建 内 含 611 型 NoV 检测 靶 标 RNA 的 病毒 样 颗粒 
(Virus like particles, VLPs) 标准 参考 样品 。 方 法 : 人 工 合 成 包含 Qbeta 噬菌体 成 熟 酶 
编码 基因 、 衣 壳 蛋 白 编码 基因 、 包 装 位 点 、1SO/T15216-2 2012 中 规定 的 G11 型 NoV 检测 靶 
标 对 应 的 cDNA 序列 及 辅助 多 克隆 位 点 的 DNA 片段 QINVG11, 将 其 克隆 到 pET-28a (+) 载体 中 ， 
构建 重组 质粒 pET-QINVG11。 将 pET-QINVG11 转化 大 肠 杆菌 BL21 (DE3) 感受 态 细胞 并 诱导 表 
。 表 达 产 物 经 SDS-PAGE 和 透射 电镜 分 析 后 ， 利 用 所 化 饮 密 度 梯 度 离 心 ， 制 备 纯化 VLPs， 
并 对 纯化 后 的 VLPs 开展 均匀 性 、 稳 定性 及 定 值 研究 。 结 果 : SDS-PAGE 结果 证 实 重组 大 肠 杆 
菌 在 14. 1 kDa 左右 有 目的 条 带 表 达 ; 透射 电镜 下 可 观察 到 大 量 结构 完 整 ， 直 径 约 为 25 nm 
4j VLPs。 定 值 结果 显示 ， 本 研究 制备 的 VLPs 样品 中 G11 型 NoV 检测 靶 标 RNA 的 含量 为 
(1. 060. 06) X10 copies/ul; 均匀 性 分 析 结 果 表 明 样 品 均匀 性 良好 ， 即 F 72.24 s 
(9, 20) ; 稳定 性 结果 表明 ， 本 研究 制备 的 VLPs 在 37'C 可 保存 12 天、 室温 (20-25'C) 
可 保存 24 天 、4C 至 少 可 保存 90 天 、-20'C 至 少 可 保存 200 天 、-80'C 至 少 可 保存 300 X. 
结论 : 本 研究 基于 Qbeta 噬菌体 制备 的 NoV 装甲 RNA 均匀 性 和 稳定 性 良好 ， 拷 贝 数 高 ， 为 
NoV 分 子 检测 提供 了 良好 的 标准 参考 样品 。 
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Abstract Objective: To develop armored RNA reference material containing target RNA of 
norovirus based on Qbeta bacteriophage for norovirus nucleic acid detection. Methods: Synthesize 
DNA fragment named QINVGII containing maturase coding gene, capsid protein coding gene and 
packing site of Qbeta bacteriophage, cDNA corresponding detection target sequence of gene group 
II norovirus in ISO/T15216-2 2012. OINVGII fragment was cloned into prokaryotic expression 
vector pET-28a (+). The recombinant plasmid was identified by enzyme digestion and sequencing, 
and then expressed in E. coli BL21 (DE3) cells through isopropyl-p-thiogalactopyranoside (IPTG) 
induction. The expression product, VLPs was analyzed by SDS-PAGE and the electron 
microscope. The VLPs was centrifuged and purified by CsCI density gradient after digestion with 
DNase I and RNase A. The homogeneity and stability of the reference material were tested 
according to the GB/T15000.3-2008 (Directives for the work of reference materials (3) - 
Reference material -General and statistical principles for certification.). Results: SDS-PAGE 
analysis showed that the molecular mass of the expressed protein product was about 14.1 kDa, 
which was consistent with the prediction. The 25 nm VLPs could be observed under electron 
microscope. The VLPs samples were valued as (1.062-0.06)x107 copies/ul and behaved well in the 
homogeneity test, F—2.24 < Fo5(9,20). The stability test indicated that the sample was stable at 
37'C for 12 days, at room temperature (20-25 'C) for 24 days, at 4'C for at least 120 days, -20°C 
for at least 150 days, at -80°C for at least 300 days with no significant decrease. Conclusion: The 
armored RNA based on Qbeta bacteriophage prepared in this study, which had good uniformity, 
stability and high copy number, could be a good reference material candidate for the norovirus 


RNA detection. 
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诺 如 病毒 (Norovirus, NoV) 是 引起 人 类 急性 肠胃 炎 的 主要 病原 之 一 。 有 研 
TRH, 发 达 国 家 有 超过 90% 的 非 菌 性 急性 肠胃 炎 由 NoV 引起 中，2006 年 ~2007 
AE, 日 本 和 英国 相继 暴发 NoV 疫情 , 近 百 万 人 受到 感染 。 发展 中 国家 每 年 因 NoV 
感染 而 导致 死亡 的 儿童 高 达 21.8 7321, 我 国 自 1990 年 首次 发 现 NoV 感染 病例 以 
来 ， 北 京 B、 广 东 和 由、 上 海 辐 等 地 区 报道 多 起 NoV 集体 感染 病例 ，NoV 成 为 影响 
我 国 食品 安全 与 公共 卫生 的 重要 因素 。 

NoV 可 以 通过 人 -人 直接 传染 ， 也 可 通过 受 污染 贝 类 、 果 蔬 类 等 食品 传播 。 
与 临床 腹泻 样本 不 同 的 是 , 受 污染 食品 中 NoV 含量 很 低 ， 目 前 实时 荧光 RT-PCR 
是 检测 食品 中 NoV 的 最 主要 方法 。 由 于 食品 样本 的 基质 复杂 ， 存 在 多 种 抑制 
子 ， 影 响 病毒 提取 、 裂 解 、 反 转录 、PCR 扩 增 等 多 个 环节 。 为 了 确保 检测 结果 
的 准确 性 和 可 靠 性 , 在 检测 过 程 中 需 加 入 标准 样品 作为 质 控 品 , 用 于 测量 评估 和 
质量 控制 , 同时 也 可 实现 不 同 实验 室 间 检测 结果 的 可 比 性 和 济源 性 。 国 内 外 食 源 


性 病毒 的 检测 过 程 中 , 早期 主要 采用 临床 阳性 腹泻 样本 作为 质 控 品 , 但 存在 病毒 
含量 不 均一 、 有 严重 的 生物 安全 隐患、 样本 不 易 获 得 等 缺陷 ， 近 年 来 有 研究 者 采 
用 质粒 DNA. 或 体外 转录 的 裸露 RNA 片段 作为 标准 样品 ， 但 不 能 评价 病毒 粒子 
裂解 效率 、 提 取 效 率 、 反 转录 效率 等 关键 环节 ， 且 易 降 解 、 易 污染 。 

针对 上 述 瓶 陆 ， 有 研究 人 员 开 发 出 了 装甲 RNA CAmored RNA) 技术 向 ， 该 
技术 是 将 MS2 叹 菌 体 衣 壳 和 蛋白 编码 基因 、 成 熟 酶 重 白 编 码 基 因 、 包 装 位 点 和 复 
制 酶 起 始 位 点 的 cDNA. 序列 克隆 到 原核 表达 载体 上 ， 同 时 在 下 游 插 入 外 源 RNA 
的 cDNA 序列 , 在 大 肠 杆 菌 体内 经 转录 翻译 后 ,自动 组 装 形成 噬菌体 病毒 样 颗粒 

(Virus like particles, VLPs)， 并 将 外 源 RNA 包装 到 粒子 内 部 ， 形 成 装甲 RNA。 
装甲 RNA 具有 无 生物 传染 性 、 可 评价 整个 检测 过 程 、 耐 受 RNase 的 降解 ， 稳 定 
性 好 、 易 保存 、 能 定量 、 易 制备 ， 适 于 运输 等 优点 中 ， 现 已 成 功用 于 制备 人 类 
人 免疫 缺陷 病毒 趾 、 风 疹 病 毒 (HM、 上 肠 道 病毒 1 、 丙 型 肝炎 [1、 流 感 病毒 [等 病毒 的 
RNA 检测 用 标准 样品 。 

本 研究 研发 了 基于 Qbeta 哈 菌 体 的 装甲 RNA 制备 平台 ， 研 制 了 内 含 GI 型 
NoV 检测 靶 标 的 VLPs 即 装 甲 RNA， 并 开展 均匀 性 、 稳 定性 与 定 值 研究 ， 可 做 
为 质 检 及 医疗 等 机 构 的 标准 参考 样品 , 同时 也 为 保障 食品 安全 和 控制 公共 卫生 事 
件 的 发 生 提 供 技术 文 撑 。 

1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 质粒 及 菌株 

大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 和 Top10 购 自 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ， 原 核 表 达 载 体 
pET-28a(+) 为 本 室 保存 。 
1. 1.2 主要 试剂 及 仪器 

克隆 试剂 盒 ClonExpress® II One Step Cloning Kit JJ E] R3 3 VE ME e ^E RH 
ARAF), REENU BamHI, Xho I，Takara One Step PrimeScript™ RT-PCR 
Kit, DNA 雍 胶 回收 试剂 盒 购 自 宝 生物 工程 〈 大 连 ) 有 限 公 司 ; 卡 那 霉 素 (Kana) 
TE jak fX-p-D-2E LEE CIPTGO 购 自 北京 索 莱 宝生 物 科 技 有 限 公 司 ; 其 他 
试剂 均 为 分 析 纯 。 

实时 荧光 PCR 仪 为 美国 Roche 公司 LightCycler 2.0. 


1.2 方 法 


1.2.1 引物 和 荧光 探 针 的 设计 与 合成 
引物 与 探 针 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 合成 ， 名 称 及 用 途 见 表 1。 


表 1 引物 、 探 针 信息 


Table 1 Information of primers and probe 


引物 与 探 针 序列 (5-3) ES 
PI GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGG QINVGII 片段 PCR 扩 增 
ATCCGGGGACCCCCTTTAG 
P2 GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGC 
GGCCGCTCTAGAGCATGC 
PpqgiNVF GACAGCATAAGCTTTTTCC VLPs 残留 DNA 检测 
PpgiNVR GCGGCCGCTCTAGAGCAC 
QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA 
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA GII 型 NoV 实时 荧光 
QNIFs(Probe) AGCACGTGGGAGGGCGATCG RT-PCR S Wj 14 


1.2.2 目的 片段 QINVGII 的 合成 
参考 Genbank 数据 库 中 的 Qbeta W rei PRAE [SI2H FF 9] CAB971354) 以 及 ISO/T 
15216-2 2012 ( Microbiology of food and animal feed -Horizontal method for 


determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR 一 
Part 2: Method for qualitative detection) 中 所 规定 的 GI 型 NoV fs J| S8 go] IW. EJ 
cDNA 序列 ， 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 人 工 合成 包含 Qbeta Ti PEE X XA did 
码 基 因 、 衣 壳 和 蛋白 编码 基因 、 包 装 位 点 、GII 型 NoV MYER cDNA 序列 及 辅 
助 多 克隆 位 点 的 核酸 片段 ， 命 名 为 QINVGII。 
1. 2.3 QINVGII 的 PCR 扩 增 

PCR 扩 增 QINVGII Fr Bt, 反应 体系 与 扩 增 条 件 如 下 : 引物 P1(10 uM). P2(10 
HM) 各 1.0 ul; dNTP mixture 2.0 ul, 10X PCR buffer 5.0 ul, MgCb(25 mM) 4.0 ul, 


Taq DNA 聚合 酶 (5 U/ul) 0.4 ul, 模板 pMD-QINVGII 1.0 ul, ddH20 35.6 ul; 扩 增 
条 件 : 预 变性 95C 5 min; 95C 1 min, 50'C 40s, 72°C 40s, 30 MIE; 72°C 
5 min, JJ uk. ste plc a tH BS FEBR. 

1.2. 4 重组 质粒 PET-QINVGII 的 构建 与 鉴定 

用 限制 性 内 切 酶 BamH Y 5 Xho LXX UJ pET-28a(+) 载 体 ， 将 纯化 后 的 
QINVGII 在 重组 酶 作用 下 ， 亚 克隆 到 pET28a(+) 载 体 中 ， 构 建 重组 质粒 
pETLQINVGI。 反 应 体系 与 条 件 如 下 : pET28a(+) 酶 切 产 物 ( 约 50 ng/ul) 1.0 ul. 
QINVGII(Z 20 ng/ul) 1.0 ul, 5X CE II Buffer 4.0 ul, Exnase?II 2.0 ul, ddH2O 12.0 


ul. FH Not I RYA Not LII Bam 王 I 双 酶 切 鉴定 筛选 阳性 重组 质粒 ， 送 至 上 海 
生 工 生物 工程 有 限 公 司 测序 验证 
1. 2. 5 病毒 样 颗粒 的 诱导 表达 

将 pET-QINVGII 转 入 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 感 受 态 细胞 ， 在 含 kan 〈 终 浓度 
为 0.05mg/mD 的 LB 培养 其 上 进行 涂 布 ，37%C 培 养 过 夜 后 挑 取 单 菌落 ， 接 种 到 
5 ml 含 kana 的 LB 培养 基 中 37'C 振 荡 培 养 过 夜 ， 取 200 pl 活化 后 的 菌 液 接种 于 
20 ml 含 kana 的 LB 培养 基 中 ，37'C，180 rpm 振荡 培养 至 OD6oonm 约 为 0.6， 加 
A IPTG (KEX 0.8mM) 诱导 12 h， 离 心 收集 菌 液 ， 进 行 SDS-PAGE 分 析 。 
1.2. 6 病毒 样 颗 粒 的 制备 与 纯化 

取 2 ml 活化 后 的 菌 液 接种 于 200 ml 含 kana 〈 终 浓度 为 0.05 mg/ml) 的 LB 
培养 基 中 ，37'C，180 rpm 振荡 培养 至 ODeomm 约 为 0.6， 加 入 PTG (AKEN 
0.8mM) 诱 导 表 达 12 h, 离心 收集 菌 液 , 超声 波 破碎 ,4C, 11000 rpm 离心 20 min, 
收集 上 清 后 分 别 加 入 DNasel 和 RNaseA 消化 ,用 0.45 um 滤 腊 过滤 ， 向 每 克 滤 
液 中 加 入 0.6 g 的 氯 化 钨 进行 密度 梯度 超速 离心 ，4C，80000 rpm 离心 5h， 得 
到 纯化 后 的 VLPs， 即 装甲 RNA。 
1.2. 7 电子 显微镜 观察 

2% 磷 钨 酸 负 染 ， 用 JEM-1200 型 透射 电镜 在 400 000 倍 下 观察 VLPs。 
1.2.8 病毒 样 颗 粒 中 残留 质粒 的 检测 

用 PCR 法 检测 制备 的 VLPs 是 否 含 有 残留 质粒 pETQINVGI。 反 应 体系 与 
扩 增 条 件 如 下 : 引物 PpgiNVF(10 uM). PpqgiNVR(10 uM) 各 1.0 ul; dNTP mixture 


o 


2.0 ul, 10X PCR buffer 5.0 ul, MgCb(25 mM)4.0 ul, Taq DNA 聚合 酶 (3 U/uD 
0.4 岂 ， 模 板 ( 即 纯化 后 的 VLPs)1.0 ul, ddH20 35.6 ul; 扩 增 条 件 : 预 变性 95'C 5 
min; 95°C 1 min, 50'C 40s, 72°C 40s, 35 个 循环 72C 5 min。 扩 增产 物 用 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 
1. 2.9 定 值 
用 Trizol 试剂 提取 VLPs 中 的 RNA, 核酸 蛋白 测定 仪 测定 浓度 。 按照 找 贝 数 

= (6.02x10? 拷贝 /mol) xRNA 含量 (ng/uD x (103) / (片段 长 度 (bp) x340), 
计算 其 拷贝 数 。 提 取 的 RNA 进行 10 倍 系列 梯度 稀释 ， 使 用 Takara One Step 
Primescript™ RT-PCR kit 试剂 盒 进行 实时 荧光 RT-PCR 检测 , 体系 和 循环 参数 如 
F: 2 Xx one step RT-PCR Buffer I 10.0 ul, Takara Ex Taq HS(5 U/ul) 0.4 ul, 
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PrimeScript RT Enzyme Mix II 0.4 ul, 引物 QNIF2 ,COG2R 各 0.3 ul, {REF QNIFs 
0.4 ul, RNA 2.0 ul, RNase-Free H20 6.2 ul; 循环 参数 为 42C 5 min, 95°C 10 sec; 
95'C 5sec, 60°C 20sec, 40 个 循环 。 根 据 所 测 得 的 Ct 值 与 各 梯度 拷贝 数 的 对 
数 绘制 标准 曲线 ， 建 立 标准 回归 方程 。 随 机 选取 15 管 VLPs， 采 用 实时 荧光 
RT-PCR 方法 测定 Ct 值 ， 根 据 建立 的 标准 曲线 间接 计算 VLPs 拷贝 数 。 
1. 2. 10 均匀 性 实验 

随机 抽样 10 瓶 样品 ， 编 号 为 1#~10#, 2% GB/T 15000.3-2008《 标 准 样品 
工作 导 则 》05 要 求 ， 按 1.2.9 进行 检测 ， 单 因素 方差 分 析 样 本 均匀 性 。 
1. 2. 11 稳定 性 实验 

将 VLPs 分 别 置 于 37C、 室 温 (20-25C)、4C、-20C、-80C 保 存 不 同 天 数 ， 
稳定 性 检验 的 时 间 按 照 先 密 后 下 的 原则 安排 09。 按 1.2.9 进行 检测 ， 每 管 重 复 3 
次 ， 单 因素 方差 和 线性 回归 方法 统计 样本 的 稳定 性 。 
1. 2. 12 不 确定 度 分 析 

按 国家 计量 技术 规范 JF 1059-1999《 测 量 不 确定 度 表示 指南 》07 中 规定 分 
析 。 
2 结果 
2.1 QINVGI I 的 PCR 扩 增 

用 0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 对 含有 Qbeta WE SL E REI di AE DA] AE FP 90] B 7 38 77 
物 QINVGII 进行 电泳 分 析 ， 结 果 显 示 产 物 大 小 约 为 2500 bp， 与 目标 片段 的 预期 
大 小 一 致 。 扩 增产 物 电泳 结果 如 图 1 所 示 。 


图 1QINVGII 片段 PCR 扩 增 
M: DNA 分 子 量 DL15000; 1-2: QINVGII PCR 扩 增 产物 ; 3: 阴性 对 照 . 
Figl PCR amplification of QINVGII. 
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M: DNA marker DL15000; line 1-2: QINVGII PCR products; line 3: Negative control. 


2.2 pET-QINVGII 重组 质粒 构建 与 鉴定 

将 QINVGII 片 段 亚 克 隆 至 pET-28a(+)， 构 建 原核 表达 重组 质粒 ， 用 限制 性 内 
切 酶 Not I$ YA Not WBamH I 双 酶 切 鉴 定 ， 证 实 重组 质粒 构建 成 功 ， 命 名 为 
pET-QINVGII， 酶 切 鉴 定 结果 如 图 2。 


图 2 pET-QINVGII 的 酶 切 鉴 定 图 
M: DNA 分 子 量 DLI5000; 1: NotI 单 酶 切 pET-QINVGII; 2: Not I /BamH I 双 酶 切 pPETQINVGII 
Fig 2 Identification of pET-QINVGII by restriction analysis 
M: DNA marker DL15000; 1: pET-QINVGII /Not I digestion; 2: pET-QINVGII /Not I and BamH I digestion. 


2.3 pET-QINVGI I 在 大 肠 杆 菌 中 的 诱导 表达 
pET-QINVGII 在 大 肠 杆菌 BL21 中 经 IPTG 诱导 表达 , 在 约 14.1kD 处 出 现 一 
条 明显 的 重组 蛋白 质 条 带 (图 3)， 与 预期 大 小 一 致 。 


kDa M 1 2 3 4 5 6 7 


25— 


18.4— 


14.4— 
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图 3 表达 产物 的 SDS-PAGE 分 析 
M: 蛋白 质 分 子 量 Marker; 1 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 菌 体 蛋 白 2 pET28 a(+) 空 载体 菌 体 蛋 白 ，3-7 诱导 表达 的 重组 菌 体 蛋 
Fig3 SDS-PAGE analysis of VLPs expression 
M: Protein relative molecular mass Marker; 1: Negative control of BL21 (DE3); 2: Negative control of BL21 (DE3) transformed by 
pET28a (+); 3-7: Recombination protein induced by IPTG 


2. 4 病毒 样 颗粒 的 电镜 观察 及 纯度 分 析 
2. 4. 1 电镜 观察 

VLPs 经 超 离 纯化 后 ,在 电镜 下 观察 , 可 看 到 大 量 结构 完整 、 大 小 均一 的 VLPs， 
直径 约 25 nm， 与 预期 大 小 一 致 ， 结 果 如 图 4。 
2. 4.2 纯化 后 病毒 样 颗粒 DNA 残留 检测 结果 

0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 对 以 VLPs 为 模板 的 PCR 扩 增 产物 进行 分 析 ， 以 
pET-QINVGII 为 模板 的 阳性 对 照 孔 出 现 大 小 为 150 bp 的 目的 条 带 ， 以 VLPs 为 
模板 的 实验 孔 未 见 扩 增 条 带 ， 说 明 制 备 的 VLPs 中 无 质粒 DNA 的 残留 ， 不 会 对 
后 续 检 测 造 成 影响 ， 结 果 见 图 5。 


bp M 1 2 3 4 


5 VLPs 中 残留 质粒 检测 电泳 图 


M:DL2000; 1: 阳性 对 照 ，2: 阴性 对 照 ; 3-4: VLPs 的 PCR 扩 增 


图 4 VLPs 电镜 照片 400 000x 
Fig 4 Electron microscopy of VLPs 400 000x 


Fig 5 Agarose gel analysis of residual plasmid detection in 
VLPs 
M: DNA marker DL2000; 1: Positive control; 2: Negative control; 3- 4: PCR 


products of VLPs. 
2.5 5E fB 


用 Trizol 法 提取 VLPs 中 包含 的 GI 型 NoV 检 测 靶 标 RNA， 随 后 进行 10 倍 梯度 
稀释 。 以 梯度 稀释 的 RNA 为 模板 进行 实时 这 光 RT-PCR 检 测 , 根据 样品 所 提取 RNA 
各 稀释 梯度 和 Ct 值 ， 绘 制 标 准 曲 线 y= -3.562x+37.938，R?=0.999。 定 值 结果 为 
(1.06+0.06)x107 copies 人 ul， 详 见 表 4。 

2.6 均匀 性 及 稳定 性 分 析 


随机 抽样 10 瓶 样品 ， 参 考 GB/T 1$000.3-2008《 标 准 样品 工作 导 则 》 要 求 ， 
进行 实时 荧光 RT-PCR 检测 ， 并 将 检测 结果 进行 单 因素 方差 分 析 。 根 据 给 定 的 显 


A EKF a WIE HE. EFR DASS F.IR. SH 


HARF 


=Msamong/Mswithin 计算 所 得 的 五 值 相 比 较 , 若 <F,， 则 认为 组 内 和 组 间 无 明 
显 结果 差异 。 均 匀 性 检验 结果 显示 : 根据 自由 度 (9，20) 以 及 显著 水 平 a=0.05， 
uf d rdiet Foos(9. 20)-2.39. F-224-«Foos(9, 20), 2H 402E ME] 


无 明显 差异 ， 证 实 本 研究 制备 的 NoV 标准 参考 样品 是 均匀 的 ， 结 果 见 表 2。 


对 不 同 保存 条 件 与 时 间 的 标准 参考 样品 进行 实时 荧光 RT-PCR 检测 , 并 将 检 


测 结果 进行 单 因素 方差 和 线性 回归 方法 统计 分 析 。 稳定 性 实验 结果 显示 : 本 实验 


制备 的 NoV 标准 参考 样品 在 37C 可 稳定 性 保存 12 天 ; Zim (20-25'CO 可 稳定 


性 保存 24 天 ;4C 可 稳定 性 保存 至 少 90 天 ;-20C 可 稳定 性 保存 至 少 150 K; -80°C 


可 稳定 存在 至 少 300 天 。 


表 2 均匀 性 实验 的 方差 分 析 


Tab 2 Variance analysis of homogeneity test 


变 差 源 平方 和 ss 度 均 方 Ms F 
组 间 1.11x1014 9 1.22x1053 
2.24 
组 内 1.10x1014 20 5.49x10!2 
总 和 2.20x1014 29 
表 3 VLPs 稳定 性 实验 结果 


Tab 3 Trend test for stability of Norovirus VLPs 


-3.90x105«0 
-2.82x105«0 
-6,50x 10*«0 


-1.19x10*«0 


Foos (9,20) 


2.39 


ES 
ESI 
ES 


SUM 


m | NEEEUITNEN 
温度 拟 合 方程 斜率 bi " FH B£ n-2 toos (n-2) |bl|-toosn-2)Xs(b1) 
4E SZ s(b1) 
37°C Y= (-3.00x105) X 十 1.10x107 -3.00x10* 2.17x105 3 3.18 
室温 Y= CL54x105) X+1.10x107 -1.54x105 1.85x10? T 2.36 
4C Y= (-L27x10*) X+1.00x107 -1.27x10^ — 3.35x10* 6 2.45 
-20°C Y= (-8.44x103) X+9.75x106  -8.446x10? 9.14x104 10 2.23 
-80°C Y= (-4.90x103) X-F1.15x107  -4.90x10? — 4.90x10^ 15 2.12 


2. 7 不 确定 分 析 


-1.53x104<0 


ES 


TESTEN 


TESTEN 


"E 


H: 


经 Grubbs 法 检验 无 异常 ， 应 用 A 类 不 确定 度 评 定 方法 进行 评定 ， 采 用 公式 


Ee 计算 所 得 NoV 标准 样品 的 不 确定 度 为 0.06x107 
U(X) = +t, (m— i gems 


mm-1) 


copies/ul, 4EÍ& 73(1.062-0.06)x107 copies/ul, £& 8 WE 4. 


表 4 VLPs 定 值 结果 分 析 
Tab 4 Valuation of VLPs 


X s 自由 度 置信 概率 ta (v) 定 值 结果 
1.06x107 9.47x10? 14 9596 2, 14 
(1.06::0.06)x 107 
3 讨论 


最 大 限度 模拟 病毒 粒子 裂解 .RNA 提取 、 反 转录 等 检测 关键 环节 是 制备 RNA 
类 病毒 核酸 标准 参考 样品 的 努力 方向 08。 利 用 装甲 RNA 技术 制备 的 VLPs 标准 
参考 样品 能 满足 上 述 要 求 , 保证 实验 结果 的 可 靠 性 和 可 比 性 , 还 可 用 于 实验 室 
能 力 验 证 等 多 个 领域 。 

装甲 RNA 技术 最 初 是 基于 MS2 哈 菌 体 研发 出 的 一 种 制备 核酸 标准 参考 / 质 
控 样 品 的 新 思路 ， 有 研究 者 以 MS2 哈 菌 体 为 平台 成 功 构 建 包含 艾滋 病 病毒 
寨 卡 病毒 PH、 猴 免 疫 缺 陷 病毒 外 等 病毒 核酸 片段 的 VLPs 即 装甲 RNA。 有 研究 
表明 ,I 型 的 Qbeta 噬菌体 的 衣 壳 蛋白 比 工 型 的 MS2 的 稳定 性 更 高 , 理论 上 讲 ， 
基于 Qbeta 吻 菌 体 构 建 的 装甲 RNA 更 适用 于 标准 样品 的 制备 、 运 输 、 储 存 与 使 
Hi: Qbeta KERE URERA, WARF C 末端 的 延伸 ， 相 比 MS2 更 
有 应 用 前 景 2 中 。 前 期 研究 证 实 ， 利 用 MS2 哈 菌 体制 备 轮 状 病毒 9 和 成 型 肝炎 
病毒 P3 的 VLPs 在 -20C 可 分 别 稳定 保存 10 天 和 120 天 ， 本 研究 利用 Qbeta MEE 
体制 备 的 NoV VLPs 在 室温 和 -20'C 可 分 别 稳定 保存 至 少 24 天 和 200 天 ， 也 在 一 
定 程度 上 证 实 Qbeta 噬菌体 制备 VLPs 的 稳定 性 略 高 于 MS2 WS Pls VLPs. 

NoV EIA GL GMU, GUI, GIV, GV5 种 基因 组 ， 其 中 GII 型 NoV 在 世界 
范围 的 暴发 流行 中 最 常见 ,Yu 等 PC9 对 我 国 27 个 省 3948 例 NoV 感染 样本 进行 基 
因 型 分 析 ， 结 果 表 明 有 89.9% 样 本 属于 GII 型 NoV。 因 此 本 研究 利用 Qbeta Ir pj 
体 装 甲 RNA 技术 ,制备 内 含 GII 型 NoV 检测 靶 标 RNA 的 标准 参考 样品 。VLPs 
在 制备 中 可 能 混 有 细菌 蛋白 、 基 因 组 等 ， 它 们 的 存在 可 能 影响 标准 样品 的 质量 ， 


ü 


19]. 


在 小 量 制备 中 采用 CsCl 密度 梯度 超 高 速 冷 冻 离 心 纯化 VLPs, 电镜 观察 到 大 量 结 
构 完 整 ， 纯 度 良 好 的 VLPs, PCR 实验 未 检测 到 残留 质粒 ， 可 以 满足 标准 样品 的 


要 求 。 有 报道 使 用 分 子 得 层 析 P、 


组 氨 酸 香 白 标签 技术 PC 等 方式 纯化 VLPs， 在 


后 期 商品 化 大 量 制备 中 可 根据 需要 进一步 纯化 。 

化 学 物质 的 标准 样品 或 标准 物质 定 值 无 论 从 技术 上 还 是 从 评价 指标 上 都 更 
、 二 级 标准 物质 作为 量 值 溯源 与 量 值 传递 的 核心 
基础 ， 能 较 顺 利 完 成 所 研发 标准 样品 或 标准 物质 的 定 值 。 而 抗体 、 核 酸 等 生物 类 


为 成 熟 , 并 且 有 含量 精准 的 一 


样本 ， 由 于 成 分 复杂 ， 检 测 原理 


的 差异 ， 评 价 指标 不 统一 ， 目 前 尚 达 不 到 化 学 物 


质 标 准 样品 的 定 值 精 度 , 现 有 研究 也 处 在 不 断 探 索 的 过 程 中 。 徐 蔓 巷 等 29 对 其 制 
备 的 星 状 病毒 核酸 标准 样品 采用 实时 荧光 RTPCR 方 法 和 数字 PCR 方 法 联合 定 值 


的 策略 ,数字 PCR 可 实现 对 核酸 的 绝对 定 


拥有 高 灵敏 度 和 精密 度 , 具有 更 广 


量 , 不 再 依赖 于 Ct 值 、 标准 曲线 等 参数 ， 


阔 的 研究 与 应 用 前 景 , 王 囊 楠 G9 和 薄 玲 丽 等 81 


对 其 研制 的 两 型 肝炎 病毒 核酸 检测 标准 样品 采用 与 国际 标准 比 对 的 方式 进行 定 


值 ， 以 连续 的 比较 链 与 现 有 的 标准 样品 联系 起 来 ,保证 了 研制 的 标准 样品 的 溯源 
VE; 孙涛 等 弛 制备 的 O 型 口蹄疫 病毒 核酸 检测 标准 样品 和 那 蛤 等 3 制备 的 肠 侵 柳 
性 大 肠 埃 希 氏 菌 核酸 标准 样品 的 定 值 采 用 多 个 实验 室 协 作 定 值 , 这 也 是 标准 样品 
定 值 测量 最 常用 的 方法 , 鼓励 参与 实验 室 间 协作 研究 的 实验 室 尽 可 能 多 地 采用 独 
并 的 分 析 方 法 ， 这 样 做 可 将 引起 正 或 猴 偏 差 的 未 知 潜 在 系统 误差 置 于 同一 水 平 。 
在 后 续 实验 中 , 可 联合 使 用 数字 PCR 和 协作 定 值 的 方式 对 标准 参考 样品 进行 进 一 


步 精 确定 值 。 


我 国标 准 物 质 管 理 办 法 规定 定 值 结果 表示 为 : 标准 值 土 总 不 确定 度 ， 总 不 确 


定 度 由 A 类 和 B 类 不 确定 度 组 成 。A 类 不 确定 度 是 指 可 以 由 测量 结果 统计 分 布 
计算 。B 类 不 确定 度 的 组 成 成 分 不 是 用 统计 方法 算出 ,而 是 基于 经 验 或 者 其 他 信 


息 的 概率 分 布 估 计 的 。A 类 不 有 


dx BE 


要 求 的 置信 概率 按 统 计 方 法 算出 来 . B 类 不 


过 测量 数据 的 标准 偏差 、 测量 次 数 以 及 所 
确定 度 主要 来 自 于 移 液 枪 加 样 等 测量 


tg] 


影响 因素 所 产生 的 的 不 确定 度 , 在 定 值 过 程 中 已 包含 了 此 类 不 确定 度 ， 样 品 的 B 


类 不 确定 度 不 再 单独 计算 。 


综 上 所 述 ， 基 于 Qbeta 哟 落体 制备 的 内 含 GI 型 NoV 检 测 鞭 标的 VLPs 即 装甲 
RNA 均 匀 性 和 稳定 性 良好 ， 拷 贝 数 高 ， 可 实现 对 NoV 核 酸 检测 中 的 核酸 提取 、 反 


转录 、 扩 增 等 过 程 的 监控 和 定 


量 分 析 ， 为 NoV 检 测 提供 了 民 好 的 标准 参考 样品 。 


此 外 ， 本 研究 也 为 其 它 食 源 性 病毒 ， 甚 至 烈性 传染 病 病 毒 的 检测 制备 稳定 性 好 ， 
无 生物 安全 隐患 的 核酸 标准 参考 样品 提供 了 新 思路 。 
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